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RESUMO: Associadas à cultura de milho 
encontram-se bactérias que possuem 
características para a produção de fitohormônios. 
Neste contexto, o isolamento e caracterização de 
microrganismos que habitam o interior das plantas 
(endofíticos) com potencial para a promoção do 
crescimento de plantas, assim como a seleção de 
isolados com características desejáveis como a 
produção de AIA (ácido indol acético) são passos 
importantes nos estudos que têm por finalidade 
intensificar a produção e promover a 
sustentabilidade dos sistemas agrícolas. O objetivo 
deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias 
endofíticas de milho com características para 
produção de AIA. Foram isoladas 27 estirpes 
bacterianas provenientes de folhas, raízes e seiva 
de milho. Em seguida, esses isolados foram 
avaliados quanto à capacidade da produção do 
fitohormônio AIA.  A produção foi mais significativa 
para os isolados 1937 e 1934 (Pantoea ananatis) 
com uma produção de 242,61 e 262,61 µg mL(1) , 
respectivamente e 2012 (Bacillus sp.) com a 
produção de 168,44 µg mL (1) suplementado com 
triptofano. Os isolados foram identificados baseados 
na sequência do 16S rDNA como pertencentes aos 
gêneros Enterobacter sp, Pantoea sp e Bacillus sp. 
Foi possível concluir, que 18 das estirpes 
bacterianas testadas, possuem características 
promissoras de produção de AIA, justificando 
futuras análises de inoculação em plantas. 
 
Termos de indexação: bactérias, ácido indol 
acético, AIA.  
 
INTRODUÇÃO 
 
O milho (Zea mays L.) é uma gramínea da família 
Poaceae, da tribo Maydeae, do gênero Zea que 
compreende cinco espécies, sendo uma delas a 
Zea mays (Borém, 1999). Esta cultura tem se 
destacado dentro do cenário agrícola brasileiro pela 
alta produtividade e consequente demanda por 
nutrientes, onerando os custos de produção desta 
cultura. 
O uso de microrganismos como agentes de 
promoção do crescimento e biodisponibilização de 
nutrientes, especialmente os localizados no interior 
da planta (endofíticos), pode ser considerado uma 
prática agrícola promissora, em termos econômicos 
e ambientais. Quanto à produção do hormônio, a 
síntese de auxinas, particularmente o ácido indol 
acético (AIA) promove o crescimento das raízes e a 
proliferação de pelos radiculares, o que pode 
melhorar a absorção de nutrientes e água do solo e, 
consequentemente, melhorar o crescimento da 
planta (Caballero, Mellado et al. 2006.). 
A presença de microrganismos endofíticos já foi 
demonstrada em diferentes culturas de interesse 
econômico, tais como o milho (Araújo et al. 2000), 
mas poucos estudos têm sido realizados com 
relação ao potencial de uso destes microrganismos 
como bioinoculantes desta cultura.  
Esta comunidade endofítica é constituída 
principalmente por fungos e bactérias e, ao contrário 
dos microrganismos patogênicos, não causam 
prejuízos à planta hospedeira (Neto et al., 2003). 
Um grande número de trabalhos tem mostrado o 
potencial do uso de microrganismos endofíticos 
como agentes no controle biológico de doenças e 
pragas em plantas, na promoção de crescimento 
vegetal, no aumento da tolerância ao estresse pela 
seca ou calor entre outros benefícios (Araújo et al., 
2002; Márquez et al., 2007; Cao et al., 2009; 
Hamayun et al., 2009).  
Quanto à promoção de crescimento, o principal 
hormônio relatado é o ácido indol acético, que é um 
regulador de crescimento vegetal da classe das 
auxinas, produzido no meristema apical das plantas, 
tendo a função de promover o crescimento de 
raízes e caules através do alongamento celular 
(Centellas et al. 1999). A produção de auxinas 
também pode ser realizada por bactérias; que, 
quando em associação com as plantas, podem 
promover o crescimento vegetal (Patten E Glick, 
1996; Ryu; PATTEN, 2008; Kochar et al., 2011; 
López; Valdez et al., 2011).  
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou 
selecionar e caracterizar microrganismos endofíticos 
com capacidade de produzir ácido indol acético 
(AIA). 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Foram analisadas 27 estirpes de bactérias 
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endofíticas isoladas de folhas, raízes e seiva da 
cultura de milho, pertencentes à coleção de 
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e 
Sorgo. Estas estirpes foram também classificadas 
anteriormente como eficientes na solubilização e 
mineralização de fosfato. 
 
Isolamento de microrganismos endofíticos 
O material vegetal foi coletado em área 
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, município 
de Sete Lagoas-MG. Os m i c r o r g a n i s m o s  
endofíticos foram isolados de raízes, folhas e seiva 
de milho em estádio de florescimento. As folhas, as 
raízes e os colmos foram lavados em água corrente 
e em seguida desinfestadas superficialmente por 
meio de imersão em álcool 70 % por 2 minutos; 5 
minutos em hipoclorito de sódio a 2,5 % de cloro 
ativo (v/v) e novamente em álcool 70 % durante 
30 segundos. Ao final do procedimento, todo o 
material foi lavado quatro vezes em água 
destilada esterilizada. Para a verificação da 
eficiência do processo de desinfestação, alíquotas 
da água destilada (0,1 mL) da última lavagem dos 
tecidos vegetais foram inoculadas em meio Ágar 
Batata Dextrosado (BDA) e incubadas a 25-28 oC 
durante 10 dias. Para isolamento de bactérias 
endofíticas, amostras de 10 g das raízes e das 
folhas desinfestadas foram trituradas com are ia  
es tér i l  e, então, diluições seriadas de 10-1 a 10-5 
foram realizadas. De cada uma das diluições, 
alíquotas de 100 microlitros foram plaqueadas no 
meio BDA suplementado com 100 µg/mL 
cloranfenicol. A seiva foi extraída por meio de ar 
comprimido. As placas foram incubadas a -28 ºC 
por um período de sete dias e os diferentes 
morfotipos de bactérias foram contados (UFC/g). 
Controle negativo para este ensaio também foi 
realizado. Representantes dos diferentes isolados 
obtidos foram preservados, em duplicata, em 
glicerol 30% a –80 ºC, e também mantidos por 
repiques sucessivos em tubos de penicilina 
contendo BDA a 4 ºC.  
 
 
Seleção de bactérias produtoras de ácido indol 
acético (AIA).  
 
Com a finalidade de avaliar a produção de auxina, 
27 microrganismos foram crescidos em meio de 
cultura TSB líquido, suplementado com diferentes 
concentrações de triptofano 0, 10, 20, 40, 80 µg 
ml(1), conforme descrito por Patten e Glick (1996). O 
inoculo de cada bactéria foi padronizado pela leitura 
da densidade ótima =1,0 e o ajuste da concentração 
de células em cada amostra foi realizado com a 
adição de solução salina. Após a inoculação, os 
microrganismos foram incubados a 30°C, sob 
agitação e na ausência de luz, por 48h. 
Posteriormente, as células foram removidas por 
centrifugação (6000 rpm por 10 minutos) e a 
produção de auxina foi determinada 
colorimetricamente utilizando reagente de Salkowski 
(TANG & BONNER, 1947) e curva padrão de ácido 
indol acético. Os testes foram realizados em 
triplicata e os dados foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA) e as médias dos tratamentos 
foram comparadas utilizando o teste de Scott-knott 
(P<0,05). 
 
Sequenciamento de DNA 
       A identificação molecular das estirpes foi 
realizada com base na identidade de sequências 
16S rDNA de isolados bacterianos endofíticos de 
raiz, seiva e folha de milho, utilizando os primers 
universais F968 e R1401(Nubel et al., 1996). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Foram testados 27 isolados bacterianos 
previamente classificados como eficientes na 
solubilização de fosfato (dados não mostrados), 
resultando em 24 isolados com a capacidade de 
produzir o hormônio AIA, com diferença significativa 
entre esta produção (Figura 1). BIANCO & DEFEZ 
(2010) estabeleceram uma relação entre a 
expressão de genes relacionados com solubilização 
de P e a produção de auxinas. Isso demonstra o 
potencial desses endofíticos para a aplicação 
biotecnológica e ou uso como bioinoculantes na 
agricultura, pois apresentam mais de uma 
característica desejável para o incremento da 
produção.  
Os isolados 1934 e 1937 foram as que 
apresentaram maior capacidade de produzir este 
hormônio, se diferindo significativamente das 
demais. Estes dois isolados foram identificados 
como sendo da espécie Pantoea ananatis (Tabela 
1). O segundo gênero que apresentou terceira maior 
produção de AIA foi Bacillus, com 168,44 µg mL de 
produção deste hormônio. A primeira espécie tem 
sido relatada na literatura como agente causador da 
mancha branca em milho. Goszczynska et al. (2007) 
relataram Pantoea ananatis e outra espécie de 
Pantoea spp., ainda não identificada, como agentes 
tiológicos da podridão marrom em colmos de milho. 
Segundo estes autores, a inoculação em colmo do 
milho de isolados de P. ananatis resultou, também, 
em lesões foliares nas plantas inoculadas. Além do 
milho, P. ananatis é conhecida como patógeno de 
outras espécies vegetais como a cebola, o 
eucalipto, o arroz, o melão, o sorgo. Este fato pode 
inviabilizar seu uso como inoculante, entretanto, a 
identificação genética possibilitou a identificação de 
cepas do gênero Bacillus (2012) que tem sido 
comumente usadas como inoculantes.  
Com relação à caracterização molecular das 
estirpes bacterianas (Tabela 1). Em geral, 
observaram–se valores de similaridades entre 90% 
e 100 % com as espécies Enterobacter sp, Pantoea 
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sp e Bacillus sp. A produção destes reguladores já 
foi relatada em bactérias dos gêneros Glucon 
acetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, 
Methylobacterium, Erwinia, Pantoea e 
Pseudomonas (Fuentes- Ramirez et al. 1993; 
Bastián et al., 1998; Cassán et al., 2001, Koenig et 
al., 2002).   
Neste trabalho, um total de 88,8 % das bactérias 
endofíticas foram positivas para a síntese de AIA via 
L- triptofano. Estudos relatam a existência de mais 
de uma rota para a síntese de AIA em muitas 
bactérias sendo que a maioria delas é via triptofano 
(Patten e Glick, 1996). A transformação de triptofano 
em AIA pode ser realizada por microrganismos que 
produzem uma conversão oxidativa quando o 
triptofano se encontra em presença de peroxidases 
e de radicais livres.  
 
CONCLUSÕES 
 
Há variabilidade genética e quanto à produção 
de AIA entre as estirpes bacterianas endofíticas 
avaliadas. Dos endofíticos testados, 18, possuem 
características significativas para a promoção do 
crescimento vegetal podendo, neste sentido, ser 
considerados como candidatos para futuros testes 
de inoculação em plantas. 
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Figura 1. Produção de ácido indol acético (AIA) por 
bactérias endofíticas de milho. Médias seguidas de 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de 
Scott-Knott (p<0,05), 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 1- Identificação de espécies endofíticas 
produtoras de AIA isoladas de milho. 
 
 
  
 
